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(54) Microcapsules contenant un marqueur radioactif et/ou paramagrietique sous forme de chelate, et leur utilisation 
dans le domaine de I'imagerie medicale. 



(57) Microcapsules utilisebles en imagerie medicale. consti- 
tutes par une paroi en meteriau polymerique biodegradable 
enveloppant une solution aqueuse d'une substance active, ca- 
racte>is6es par le fait que ladite substance active est un agent 
complexant ou chelatant ou un agent paramagnetique et/ou 
radioactif present sous la forme d'un complexe ou chelate, et 
que lesdites particules ont des dimensions pouvent aller de 0.5 
8 5 micrometres environ; et leur utilisation. 
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La presente invention a pour objet de nouvelles microcapsules 
utilisables dans le domaine de l t imagerie medicale. 

On sait que les microcapsules sont des particules ayant des 
dimensions allant du micrometre a quelques centaines de micrometres, 
constitutes par une paroi spherique solide entourant un liquide ou un solide. 
On distingue les microcapsules des microspheres, qui sont des particules 
spheriques constitutes d'un reseau continu d'un materiau solide dans Sequel 
est dispersed la substance a encapsuler. 

Les microcapsules sont utilisees en therapeutique dans le but de 
liberer de facon controlee des substances actives- Un des intdrets de l'emploi 
des microcapsules est que le choix de leurs dimensions determine le lieu 
d f action privilegie de la substance active qu'elles contiennent. C'est ainsi 
que des particules de tres faibles dimensions (appelees nanoparticules ou 
millimicrospheres car elles ont des dimensions n'excedant pas quelques 
centaines de nanometres) restent dans la circulation generale ou elles peuvent 
liberer progressivement un medicament susceptible d ! agir par voie generale. 
Les particules ayant des dimensions de l'ordre de quelques dizaines de 
micrometres peuvent etre administrees dans un valsseau irriguant un organe 
malade et seront temporairement bloqutes par les vaisseaux caplllaires dudit 
organe (technique dice de microembolisation) , ou elles libereront 
progressivement , in situ , la substance active . Quant aux microcapsules ayant 
des dimensions de l'ordre de quelques micrometres, qui ne sont pas bloquees 
par les caplllaires, elles sont generalement retenues brievetnent dans les 
capillaires pultnonaires , puis repassent dans la circulation generale ou elles 
sont captees par les cellules du systeme reticuloendothelial et peuvent done 
agir dans les organes contenant ces cellules, notamment le foie, la rate et la 
moelle osseuse, et enfin dans les reins ou elles sont finalement eliminees. 

On sait par ailleurs que les techniques d f imager ie medicale ont pour 
but d 1 explorer les structures anatomiques internes et d'en dormer une image, 
dans le but de distinguer les tlssus ou organes sains des tissus ou organes 
malades. Parmi ces techniques, la scintigraphic et l'imagerie de resonance 
magnetique nucleaire n'ont recu jusqu'a present que des applications limitees, 
en raison des pr obi ernes techniques que souleve leur utilisation. 

On sait que la scintigraphic consiste a realiser une fixation 
selective de molecules radioactives (traceurs) dans un organe particulier, de 
fa con a obtenir, par detection des rayonnements emls , une image de l 1 organe ou 
s'est effectuee cette fixation. Le rayonnement emis par les traceurs est 
recueilli par une camera a scintillations. Un calculateur analogique identifle 
la brillance de chaque scintillation en fonction de ses coordonnees et 
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l 1 impression photographique de chaque point lumineux donne un image de la 
source emettrice. 

Le phenomene de resonance magnetique nucleaire (R.M.N.) rEsulte de 
1' interaction d'un champ magnetique exterieur avec les moments magnetiques des 
5 noyaux atomiques. Ce phenomene a ete etudi^ notamment sur les noyaux 

d'hydrogene, et plus particulierement sur les noyaux d'hydrogene des molecules 
d'eau. On applique a un echantillon des champs magnetiques de frequence 
variable, sous forme d' impulsions, et on observe le systeme des moments 
magnetiques pendant son retour a l'etat normal, apres extinction de la source 

10 d' impulsions. Ce phenomene de retour a l'etat initial par un temps dit de 

relaxation, correspondent au temps mis par le systeme nucleaire pour ceder son 
excedent d'Energie a 1 1 environnement (temps de relaxation T^, dit 
spin-re seau) . L'excEdent d'energie d'un noyau peut aussi etre c£de a un autre 
noyau d'energie inf£rieure. Ce phenomene est caracterise par un temps de 

15 relaxation dit spin-spin (T^) . Ces temps de relaxation sont caracteristiques 
de la molecule d'eau dans un etat physique donne. En particulier, pour la 
molecule H^O, les temps de relaxation des deux hydrogenes dependent de la 
mobilite de la molecule : par exemple, pour la molecule d'eau liee a une 
proteine, les temps de relaxation seront differents de ceux observes pour la 

20 molecule d'eau libre. Ces phenomenes peuvent etre mis a. profit dans 1' etude 
des tissus biologiques, dont on sait qu'ils renferment une forte proportion 
d'eau, et on a pu mettre en evidence des temps de relaxation differents eutre 
les tissus sains et les tissus pathologiques, en particulier tumoraux. En 
soumettant dee Echantillons biologiques a un champ magnetique con uniforme 

25 (gradient) on obtient une distribution spatiale des frequences de resonance, 
qui est fonction de la distribution spatiale et de l'etat physique des 
molecules d'eau presentes dans 1 'Echantillon. Chaque zone de 1 'Ichantillon est 
caracterisEe par des signaux differents ayant une frequence propre et des 
temps de relaxation caracteristiques, avec une intensite dependant de la 

30 concentration en eau. Par comparaison et transformation appropriee des signauj. 
obtenus dans plusieurs directions de l'espace delimit ant le plan ou le volume 
de 1' echantillon etudie, on peut traduire les signaux de R.M.N, de cet 
Echantillon en images. 

On sait par ailleurs que certaines substances chimiques, en 

35 particulier les substances paramagnetiques -et f erromagnEtiques , peuvent 

influencer les temps de relaxation des noyaux hydrogene de l'eau contenue dar.e 
les tissus. Ces substances sont done susceptibles de jouer le role de 
veritables agents de contraste dans 1'imagerie par resonance magnetique 
(I.R.M.), en accentuant la discrimination entre tissus sains et tissus 

40 pathologiques, a condition bien entendu de pouvoir concentrer lesdites 
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substances de maniere suffisamment selective dans un organe precis. 

Le probleme principal, dans les deux techniques d' imagerie medicale 
evoquees ci-dessus, est done d'obtenir la fixation selective du marqueur 
radioactif et/ou paramagnetique. 
5 On a deja decrit 1 'utilisation de microspheres d'albumine, 

marquables au technetium radioactif, qui permettent de realiser des 
scintigraphies pulmonaires. Toutefois, ces microspheres ont une duree de vie 
et une stability incompatibles avec un marquage durable. De plus, leur 
diametre est responsable d'une embolisation dans les capillaires. En outre, le 

10 marquage au technetium doit etre effectue apres la fabrication des 

microcapsules, ce qui vient compliquer 1' operation de scintigraphic par des 
manipulations complexes prealables. 

Dans le domaine de 1'I.R.H. , on a utilise* jusqu'a present des se3s 
de gadolinium, sous forme de complexes pennettant de diminuer la toxicite. 

15 Toutefois, ces complexes sont rapidement stockes et elimines par les reins, de 
sorte qu'en pratique, seuls ces organes peuvent etre correctement visualises 
par l.R.M. a l'aide de tels agents. 

La presente invention a pour objet de nouvelles microcapsules 
destinees e etre utilisees en imagerie medicale (scintigraphic ou l.R.M.) soit 

20 dans un but diagnostique , soit dans un but de recherche, notsmment pour 

l 1 etude de la biodiFtribution desdites particules et du marqueur radioactif 
et/ou paramagnetique qu'el3es contiennent. Ces capsules permettent de 
transporter un agent marqueur paramagnetique et/ou radioactif sous une fonre 
pennettant d'attenuer la toxicite, d'augmenter la duree de vie plasmatique, ou 

25 d'ameliorer la specif icite* vis-a-vis d 'organes-cibles particuliers . 

L' invention a plus precisement pour objet des microcapsules 
utilisables en imagerie medicale, constitutes par une paroi en materiau 
polymerique biodegradable enveloppant une solution aqueuse d'une substance 
active, caracterisees par le fait que ladite substance active est un agent 

30 complexant ou chelatant, ou un agent paramagnetique et/ou radioactif present 
sous la forme d'un complexe ou chelate, et que lesdites particules ont des 
dimensions pouvant aller de 0,5 a 5 micrometres environ. 

Lorsque les microcapsules de 1' invention contiennent un agent 
complexant ou chelatant, leur mise en oeuvre dans les techniques d T imagerie 

35 medicale comporte une etape prealable de mise ev contact des microcapsules 
avec une solution aqueuse d'un sel de 1' agent metallique paramagnetique et/ou 
radioactif que l'on veut encapsuler, de facon a former le ccmplexe ou chelate 
desire. 

Les polymeres constituant la paroi sont bien entendu des polymeres 
40 biocompatibles. Parmi les polymeres biocompatibles et biodegradables , or: peut 
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citer notamment le poly (acide lactique), le poly (ecide glycolique), les 
copolymeres d'acides lactique et glycolique, le poly (piperazine terephta- 
lamide), et les polycyanoacrylates . 

L'obtention de microcapsules a base de tels polymeres peut etre 
5 effectu£e par exemple selon les techniques de coacervation ou de 
polymerisation interf aciale , dont le principe est connu en soi. 

Les substances paramagnetiques pr^sentes ou a incorporer dans les 
microcapsules de 1' invention sous forme de complexes ou chelates sont par 
exemple le manganese, le cuivre, le fer, le cobalt et les terres rares, en 
10 particulier le gadolinium et le dysprosium, ainsi que les isotopes radioactifs 
de ces elements. Ces isotopes radioactifs (par exemple Pe 59, Co 57, Gd 153) 
sont utiles, dans un but de recherche preliminaire » pour etudier notamment la 
biodistribution chez 1' animal par scintigraphic des microcapsules dans chaque 
cas particulier, tandis que les elements paramagnetiques non radioactifs 
15 seront utilises pour obtenir des images de resonance magnetique. 

Parmi les substances radioactives , autres que celles mentionn£es 
ci-dessus, pr^sentes dans les microcapsules utilisables en scintigraphic dans 
un but diagnostique , on citera par exemple les isotopes radioactifs du 
technetium (Tc 99m), de 1' indium (In 111, In 113m), de I 1 or (Au 198), du 

20 ruthenium (Ru 103), du cobalt (Co 57), du chrome (Cr 51), etc 

Les quantites d' elements paramagnetiques et/ou radioactifs dependent 
de chaque element etudi£, du systeme complexant ou chelatant particulier 
etudie, de l'effet recherche et des possibilit£s de retention de chaque type 
de microcapsule. Ces quantites peuvent etre determinees dans chaque cas par de 
25 simples experiences de routine. 

Quant a la quantite d' agent complexant ou ch&latant, elle est bien 
entendu directement proportionnelle a la quantite d* elements paramagnetiques 
et/ou radioactifs encapsulee ou a encapsuler. 

Les agents complexants ou chelatants presents ou utilises dans les 
30 microcapsules de 1' invention peuvent etre toutes molecules organiques 

compatibles avec une administration parenterale et capables de donner des 
complexes ou chelates avec les metaux. 

Les agents capables de donner des complexes de coordination avec lee 
metaux sont notamment des molecules dont au moins un atome comport e un doublet 
35 libre (azote des amines tertiaires, oxygene des ethers ou des c£tones, 

etc...). Les agents chelatants sont capables d'echanger avec les metaux des 
liaisons hydrogene et sont gen^ralement caracteris£s par la presence d'au 
moins deux groupements fonctionnels choisis perni les groupements acide ou 
ester carboxylique , amine, cetone ou thioc£tor*e 6nolisable, phenol, alcool, 
AO thiol, etc... 
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15 



Parmi les chelatants utilisables dans les microcapsules de la 
presente invention, on peut citer notamment les composes connus suivants : 
l'acide ethylenediamine tetracetique (EDTA) ; l'acide diethylenetriamine 
pentacetique (DTPA) ; l'acide triethylene t£tramine hexacetique ; les composes 
de tommies suivantes : 

CH 9 C0 9 H CH CO H 

i i 

(H0 2 C-CH 2 ) 2 » - (CH 2 ) 2 - Iff — (CH 2 ) 2 - N - (CH,^ - N(CH 2 *C0 2 H) 2 ^XHA 



10 (CH 3 ) 2 K 



(CH 3 ) 2 N 



y- * 

^ ^ NH - N(CH 2 C0 2 H) 2 TAHA 




CHOH-CH 2 -K(CH 2 C0 2 H) 2 HPIA 



20 



30 




KH-CO-CH 2 -N(CH 2 -C0 2 H) 2 ou bis (carboxymethyl) amino-2 
N-(dimethyl-2,6 phenyl) ace t amide 



25 on peut egalement utiliser les agents complexants suivants, qui sort 

des composes nouveaux : 

- l'acide diethylenetriamine tetracetique (DETAT) de formule : 

(H0 2 C-CH 2) 2 K-(CH 2 ) 2 -»H- (CH 2 ) 2 -N(CE 2 C0 2 H) % ; 

- le compose de formule 

(CH 2 ) 2 -N(CH 2 C0 2 H) 2 

H0 2 C-(CH 2 ) 3 -(p-C 6 H A )-N 

CH 2 -CH 2 -0H ; et 

^ 5 - le bis (carboxymethyl) amino -1 chloro-2 ethane de formule : 

CI- (CH 2 ) 2 -N (CH 2 -C0 2 H) 2 . 



AO 



La preparation de ces composes est decrite ci-apres dens la partie 
experimentale . 
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Parmi leB agents complexants ou chelatants utilisables, on citera 
egalement lee complexants ou cheiatants ma cromolecul aires , qui pr^sentent 
l'int^ret d'une moindre diffusion a travers les microcapsules, et d'une 
moindre toxicity. Parmi les cheiatants macromole' culaires connus, on peut 
mentionner notamment les produits du type albumine-DTPA, les derives de 
polyvinylamine a base de motifs de formule 



N(CH 2 C0 2 H) 2 

et les derive* s polymethacryliques, a base de motifs de formule 



^CH 2 - CH(CH 3 ) 



dans laquelle Z represent e un groupement -C0-K(CH 2 C0 2 H) 2 ou 

- C0 2 - CH 2 - CHOH - CH 2 - N(CH 2 C0 2 H) 2 . De tels polymeres sont decrits dans la 
literature. 

On peut egalement utiliser les polymeres cheiatants contenant des 
motifs de formule I : 



L- CH 0 - £h f— 

L 2 IT 



(I) 



dsns laquelle R represente -H ou -CH^i et X represente un groupement de 
formule 

-(0) a -CO-N-&H\z, 

dans laquelle : 

a » 0 ou 1 ; 

p est un nombre pouvant varier de 1 a A, Y^ et Y 2 representent alors 
-H, et Z 2 represente alors -C0 2 H ; 

ou bien p est un nombre egal a 1, Y 2 represente -H, represente 
-CH 2 SH et Z 2 represente alors -C0 2 H ; 

ou bien p est un nombre egal a 3 ou A, Y^ et Y 2 representent -H» et 
Z 2 represente le groupement -CH(NH 2 )-C0 2 H ; 



ou bien a = 1, p B 0 et €t representent alors un groupeinent 



-C0 2 H ; 



- 7 - 



2612400 



ainsi que les esters, les sels et les complexes me t alii que s formes 
avec ces polymeres. 

Ces polymeres chelatants, qui peuvent etre soit de homopolymeres, 
soit des copolymeres, sotit des produits nouveaux. lis peuvent etre prepares 
5 par exemple par l 1 action du chlorure d'acryloyle ou de methacryloyle, ou du 
chlorof ormiate de vinyle ou de propenyle, sur la glycine ou autre 
omega-aminoacide , la lysine, 1' ornithine ou la cysteine, puis polymerisation 
ou copolymerisation du produit obtenu. 

lis peuvent ega lenient etre prepares pour les uns par 1' action du 
10 p oly aery 1 amide ou polyme tha cry land de suf l'acide chloracetlque ou analogues, 
et pour les autres par 1' action de la glycine ou autre omega-aminoacide, sur 
le poly chlorure d'acryloyle ou de methacryloyle. 

Les copolymeres sont notamment ceux qui contiennent, a cote des 
motifs de formule I, d' autres motifs derives de monomeTes a insaturation 
15 ethylenique permettant de conferer aux polymeres des proprietes de solubilite 
dans I'eau : il s'agit par exemple des motifs derives de la N-vinylpyr- 
rolidone, de la N-methacryloyl B-glucosamire, de l'acide acrylique ou 
methacrylique , de 1 1 acrylamide ou du me tha cryl amide, etc... 

Ces polymeres et leur preparation sont decrlts dans la demande de 
20 brevet deposee par les memes deposants le meme jour que la present e demande 
sous le ti° et intitulee "Nouveaux polymeres chelatants, leur 

preparation et leur application". 

Comme indique ci-dessus, les microcapsules de 1' invention sont 
utilisables dans le domaine de I'imagerie medics J e et plus particulierement en 
25 scintigraphic et en I.R.h. 

A cet effet, les microcapsules de 1* invention sont administrees par 
voie intraveineuse ou orale, en suspension dans un vehicule approprie (serum 
physiologique) . 

Les quantites injectees dependent bien entendu du marqueur utilise, 
30 de l'organe explore et du poids corporel du patient. Ces quantites peuvent 
etre determinees dans chaque cas par des experiences de routine, par exemple 
sur un modele animal. 

Dans le -cas de la scintigraphic, on administre en general des 
quantites correspondant a une radioactlvite pouvsnt aller par exemple de 
35 200 uCi a 20 mCi. 

Dans le cas de 1'I.R.M. , on administre des quantity pouvant aller 
par exemple de 0,1 a 0,5 mmole de metal marqueur par kilo de poids corporel. 

On va maintenant decrire plus particulierement, a. titre 
d 'illustration, un mode de realisation de microcapsules a base de 
AO polycyanoacrylate d'alVyle et en particulier les polycyanoacrylates d'alkyle 
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dont le groupetnent alkyle comporte de 2 a 6 atomes de carbone. 

On salt que ce9 polycyanoacrylates sont utilises depuis longtemps 
comme tissu adhesif biodegradable en chirurgie, et leur absence de toxicite a 
ete demontree par de nombreuses etudes. 

5 Le principe de la preparation de microcapsules a base de 

cyanoacrylate par polymerisation interfaciale est egalement connu et a ete 
decrit par exemple par D. A. WOODS et al, International Journal of 
Pharmaceutics, 8, 35-43 (1981). Ces auteurs ont prepare de tellee 
microcapsules dans le but d'encapsuler des proteines et en particulier des 

10 enzymes. lis ont obtenu des microcapsules ayant des dimensions allant de 30 a 
400 micrometres. Be telles capsules sont inutilisables pour l 1 administration 
dans la circulation sanguine puisqu'elles provoqueraient inevitablement des 
embolisations par blocage capillaire. 

On a maintenant decouvert qu'il est possible d'obtenir, par le choix 

15 de conditions operatoires particulieres , des microcapsules de polycyano- 

a cry late d f alkyle ayant des dimensions pouvant aller de 0,5 a 5 micrometres, 
avec une faible variation dans la distribution des tailles de particules, ce 
qui permet 1 1 administration de ces microcapsules dans la circulation sanguine, 
sans risque de blocage capillaire. 

20 Les cyanoacrylates d 1 alkyle polymerisent par un processus de 

polymerisation anionique, c'est-a-dire que I'initiateur de la reaction est un 
anion ou plus generalement un reactif nucleophile. 

Le schema de la polymerisation est le suivant : 

I 

25 CH a = 9 



CM 
I 

H 

COjft'J-** 1 



G 

30 Bans le schema precedent, A represente le reactif initiateur 

nucleophile, et R' represente un groupement alkyle ayant 2 a 6 atomes de 
carbone. 

Comme on le voit sur le schema ci-dessus, 1' initiateur nucleophile 
se trouve chimiquement incorpore au polymere, et ce phenomene peut etre mis I 
35 profit dans la realisation des microcapsules, comme cela sera indique 
ci-apres. 

Pour realiser des microcapsules de polycyanoacrylate , on opere selon 
la methode connue de polymerisation interfaciale qui consiste a preparer, avec 
une solution aqueuse basique et une phase organique , une emulsion du type 
40 eau-dans-l'huile dont les gcuttelettes dispersees ont les dimensions requises, 
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puis a aj outer le monomere en solution dans la phase organique. Les conditions 
basiques favorisent la polymerisation, et dans ces conditions le monomere va 
polymeriser a 1' interface des microgouttelettes d'eau et de la phase 
organique, cette polymerisation conduisant a la construction de la paroi des 
5 microcapsules dans lesquelles les microgouttelettes d f eau vont etre. 
emprisonnees. 

Pour preparer les microcapsules de polycyanoacrylate utilisables 
selon 1' invention, on opere selon un procede caracterlse par le fait : 

- que l'on prepare une solution aqueuse d'un chelatant ou 
10 complexant, ou d'un complexe ou chelate d'un marqueur radioactif et/ou 

paramagnetique ; 

- que l'on prepare une solution d'un tensio-actif dans un solvant 
organique non miscible a 1'eau, ledit tensio-actif etant apte a favoriser la 
realisation d* emulsions du type eau-dans-l'huile ; 

15 - que l'on verse la solution aqueuse dans la solution organique ; 

- que l'on realise une emulsion eau-dans-l'huile avec un systeme 
d' agitation ayant une vitesse suffisante pour obtenir des microgouttelettes 
ayant les dimensions desirees ; 

- que l'on ajoute dans ladite emulsion une solution du monomere dans 
20 un solvant organique non-miscible a l'eau et miscible dans la phase organique 

de 1' emulsion ; 

- que l'on pour suit, si desire, 1' agitation pendant un temps 
n'excedant pas 3 minutes ; 

- que, si desire, on dilue la phase organique par addition d'un 
25 solvant organique compatible, de facon a arreter la polymerisation ; 

- et que l'on laisse sedimenter puis lave les microcapsules et les 
conserve dans un milieu liquide approprie. 

Dans des modes de realisation particuliers, ce procede peut encore 
presenter les caracteiistiques suivantes, prises isolement ou en combinaison : 
30 - le solvant est un melange de cyclohexane et de chloroforme en 

proportions pouvant aller par exemple de 2:1 a 6:1 ; 

- la phase aqueuse a un pH de 9 a 12, ce pH pouvant etre obtenu par 
exemple par addition d'une quantity convenable de carbonate de sodium ; 

- la phase aqueuse represente de 5 a 30% et de preference de 5 ? 
35 20%, en volume, de la phase organique initiale ; 

- le tensio-actif present dans la phase organique initiale est un 
tensio-actif de type lipophile tel que par exemple le Span 85 (Trioleate de 
Sorbitant commercialise par Fluka) ; on ajoute par exemple de 2 a 8% et de 
preference de 3 a 7% (poids /volume) de tensio-actif dans la phase organique 

40 initiale ; on a constate que les dimensions des particules et la distribution 
des tallies passent par un minimum lorsqu'on accrolt la concentration en 
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tensio-actif ; par exemple dans le cas du Span 85, lee microcapsules de taille 
minimum sont obtenues avec une concentration de 4% ; 

- on realise l f agitation avec un appareil homogeneiseur ayant tme 
vitesse de rotation allant par exemple de 15.000 a 45.000 tours/minute ; plus 

5 la vitesse augmente, plus le diametre des particules diminue et plus la 
distribution de taille est etroite; 

- on lave les particules dans une solution aqueuse d'ethanol 
contenant un detergent de type hydrophile, de facon a disperser dans l'eau la 
phase organique r£siduelle ; les derniers lavages sont effectues a l'aide de 

10 serum phy si ologique, 

Les microcapsules peuvent etre conservees, au froid, dans le serum 
physiologique. 

Bien entendu, toutes les manipulations lors de la preparation 
doivent etre faites dans des conditions rigoureuses d'aseptie. 

15 Dans un mode de realisation particulier , on incorpore a la phase 

aqueuse de depart une proteine qui est capable de jouer le role de reactif 
nucleophile, d'initier la polymerisation des cyanoacrylates , et de se trouver 
ainsi incorporee a la paroi des microcapsules. L 1 incorporation d'une proteine 
a la paroi des microcapsules presente plusieurs avantages : 

20 - elle renforce la solidite de la paroi et reduit la vitesse de 

diffusion du marqueur a l'exterieur de la capsule ; 

- elle permet un marquage secondaire des capsules par marquage de 
la proteine avec par exemple l'iode ou le technetium radioactifs selou les 
techniques usuelles ; . 

25 - en outre, elle est susceptible de favoriser dans certains cas, 3e 

transport des microcapsules vers un organe-cible privilegic. 

Panni les proteines qu'il est possible d'incorporer dans ies 
microcapsules, on citere en particulier la gelatine, la serutnaJbumine bovine 
ou humaine, I'hemoglobine , le fibrinogene, les gammaglobu lines , y compris dtit- 

30 anticorps monoclonaux, etc.. 

La concentration en proteine dans la phase aqueuse encapsulee est 
—9 —2 

par exemple de 10 a 10 mole/litre. 

Les exemples suivants illustrent 1' invention sans toutefois la 



limiter. 

35 

EXEMPLE 1 : Complexe DTPA-gadolinium dans des microcapsules de 
polycyanoacrylate d'isobutyle contenant de l'albumine. 

On prepare d'une part une solution de 4% de Span 85 dans 40m3 c'un 
melange cyclohexane-chlorof orme 4:1, et d 1 autre part une solution aqueuse 
40 contenant du carbonate de sodium 0,2M contenant 0,5% (poids/volume) de 
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serumalbumine bovine et 0,2M d'un complexe DTPA-gadolinium. 

On verse 4ml de cette solution aqueuse dans la solution organique de 
detergent et on effectue 1' emulsion avec un homogeneiseur de type Virtis 45 
(VIRTIS CY, New York) tournant a une vitesse de 25-000 tours/minute. 
5 On ajoute lentement une solution de 0,49g de cyanoacrylate 

d'isobutyle dans 20cm 3 d'un melange cyclohexane-chlorof orme (4:1) en 
maintenant 1' agitation constant e pendant 3 minutes. 

On ajoute alors du cyclohexane pour obtenir un volume total de 

100ml. 

10 Apres decantation des microcapsules on e limine le maximum de solvant 

par aspiration puis on ajoute 20ml d'une solution aqueuse de Tween 20 
(monolaurate de sorbitan polyoxy ethylene - Merck) a 30%. Apres 5 minutes sous 
agitation moderee, on ajoute 40ml d'eau et 20ml d'ethanoi. On separe les 
microcapsules par centrifugation (a une vitesse de 1000-4000 tours/minute) a 

15 0°C. Les microcapsules sont ensuite lavees 3 fois par une solution de serum 
physiologique puis stockees dans le minimum de serum physioiogique sterilise. 

Le diametre moyen en nombre dee microcapsules, mesure par 
granulometrie par effet Coulter, est d' environ 2,5um. 

De facon analogue, on a prepare les microcapsules suivantes : 

20 - polycyanoacrylate d'isobutyle + gelatine : pour cela on remplace 

la solution de serumalbumine par 40ml d'une solution aqueuse contenant 5g de 
gelatine. Dans ce cas , il est avantageux d'aj outer 5ml de foraol a 37% apres 
l'addition du cyclohexane, et.de laisser ensuite reposer pendant 12 heures a 
4 C C afin de favoriser le durcissement de la gelatine. 

25 On a Sgalement prepare* de facon analogue des microcapsules 

presentant les caracteristiques suivantes : 

- complexe DTPA-gadolinium dans des microcapsules de polycyano- 
acrylate d'isobutyle ; 

- complexe polymere chelatant-gadolinium dans des microcapsules de 
30 polycyanoacrylate d'isobutyle contenant du fibrinogene marque* a l'iode 125 ; 

- complexe DTPA-Indium dans des microcapsules de polycyanoacrylate 
d'isobutyle contenant 0,5% de serumalbumine bovine ou humaine ; 

- complexe albumine-DTPA-In 111 (prepare selon la m^thode de 
HNATOWICH et al. , Science, 1983, vol.220, pp. 613-615) dans des microcapsules 

35 de polycyanoacrylate d'isobutyle contenant 0,5% de serumalbumine bovine ou 
humaine ; 

- complexe DTPA-Indium dans des microcapsules de polycyanoacrylate 
d'isobutyle contenant 5% de serumalbumine bovine ou humaine marquee a 
1'iode 125. 



40 
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On a egalement prepare des microcapsules de polycyanoacrylate 
d'isobutyle-albumine marquees au technetium 99m, Ce marquage est effectue 
apres fabrication et lavage des microcapsules, dans une solution contenant des 
microcapsules et du pertechnetate de sodium, en presence de chlorure stanneux, 
5 sous atmosphere d' azote, selon une m£thode connue en soi. Cette technique 
permet le marquage par Tc 99m des microcapasules au niveau de l'albumine 
qu'elles contiennent. 

Etude de la biodistribution des microcapsules chez le rat . 
10 Cette etude a ete effectuee a l'aide de divers types de 

microcapsules : 

- polycyanoacrylate d'isobutyle +■ 5% (poids/volume) d'albumine 

marquee a l'iode 125 ; 

- polycyanoacrylate d'isobutyle + 5% d'albumine marquee au 

15 technetium 99m ; 

- polycyanoacrylate d'isobutyle +0,5% d'albumine marquee au Tc 99m; 

- polycyanoacrylate d'isobutyle + 5" d'albumine, marquee avec le 
complexe Alb umine -DTP A- Indium 111. 

20 Les microcapsules, en suspension dans le serum phy siologique , ont 

ete edministrees a des rats, a raison.de 1ml par kg de poids corporel, le 
rapport volumique capsules / (volume total) etant environ 1/4. Les quantitSs 
administrees correspondent selon les cas a dee valeurs de lOuCi a 2mCi par 
rat. 

25 La proportion de captation de la radioactivite par les divers 

organes a ete £valuee par deux methodes : d'une part par dissection, pesage 
des organes et comptage de la radioactivite, et d' autre part par scintigraphic 
dans les zones d'interet (cas du Tc 99m). 

Les resultats obtenus avec les diff£rents types de microcapsules 

30 Studies sont comparables et sont resumes dans le Tableau suivant : 

Temps apres % de captation de la radioactivite par 

injection 
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(minutes) poumon foie rate rein sang 

10 7 60 2 2 29 

30 6 67 4 1 2? 

AO 5 69 4 • 1 2] 
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Preparation de l'acide di£ thy lenetri amine tetracetique 

On dissout 0,8g d'acide imlncdiacetique dans 60ml d'ethanol 

contenant 36ml de soude 0,5N. On ajoute ensuite 0,54g de chlorhydrate de 

bis(chloro-2 ethyl) amine. On porte et maintient au reflux pendant 6 heures. 
5 On isole le produit obtenu par Evaporation et sechage. 

La structure du produit est confirmee par le spectre de R.M.N. *R. 

On a prepare lin complexe de ce compose chelatant avec le technetium 99m , par 

reduction menagee du pertechnetate de sodium, sous atmosphere d f azote, par le 

chlorure stanneux, en presence dudit chelatant. 
10 On a verifie par chromatographic que la majorite de la radioactivite 

introduite se retrouve apres formation du complexe, sur la structure 

chelatante. 

On a egalement prepare un complexe ferrique de l'acide diethylene 
triamine tetracetique (DETAT) . Pour cela, on prepare un solution 0,1M de Fe 
15 Cl 3 dan£ l'ethanol. A 50ml de cette solution, on ajoute 50ml d'une solution 
aqueuse 0,1M de DETAT. On regie le pH a 7 par addition d'une solution 
d'ammoniaque diluee. On laisse au bain-marie pendant 3 heures puis refroidit. 
Le complexe ferrique precipit£ est recueilli par filtration, lave e. l'ethanol 
et seche sous pression reduite. 

20 

Preparation d'un compost chelatant de form ule 

(CH 2 ) 2 -N(CH 2 C0 2 H) 2 

H0 2 C- ( CH 2 ) 3 - (P-C 6 E 4 ) -kQ 
25 ^CK 2 -CH 2 -0H 

De facon analogue a celle decrite a 1 '.example precedent, on fait 
agir l'acide iminodiacetique sur l'acide p- £bis (chloro-2 £thyl)amin<^ 
phenyl-4 butyrique (chlorambucil) en presence de soude, dans l'ethanol. En fin 
30 de reaction, le produit ayant la formule indiquee ci-dessus precipite par 
acidification (pH 3,5) du milieu r^actionnel. 

Le spectre R.M.K.^H confirme la structure du produit. 
On a prepare a 1' aide de ce compost chelatant un complexe avec 
le Tc 99m et avec le fer (III). 
35 On a verifie que les complexee formes etaient stables. 

Preparation du bis ( carboxyme thy 1) amino- 1 chloro-2 ethane 
Ce produit est obtenu par reaction, pendant 2 heures au reflux, de 2 
moles d'acide chloracetique sur 1 mole de chlorhydrate de chloroethylamine, 
40 dans l'ethanol contenant 6 moles de soude. 

On a prepare des complexes de ce compose avec le fer (III). 
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REVEND I CATI ON S 

1. Microcapsules utilisables en imagerie medicale, constitutes par 
une paroi en materiau polymerique biodegradable enveloppant une solution 
aqueuse d 1 une substance active, caracterisees par le fait que ladite substance 

5 active est un agent complexant ou chelatant ou un agent paramagnetique et/ou 
radioactif present sous la forme d'un complexe ou chelate, et que lesdites 
particules ont des dimensions pouvant aller de 0,5 a 5 micrometres environ - 

2. Microcapsules selon la revendication 1, caracteris£e par le fait 
que ledit materiau polymerique est choisi parmi le le poly (acide lactique) , 

10 le poly (acide glycolique), les copolymeres d'acides lactique et glycolique, 
le poly (piperazine ter ephtal amide ) , le polym£thacrylate de methyle, et les 
polycyanoacrylates . 

3. Microcapsules selon I 1 une quelconque des revendications 
pr£c£dentes, caracterisees par le fait que ladite substance paramagnetique 

15 prtsente sous forme de complexes ou chelates est choisie parmi le manganese 

le cuivre, le fer, le cobalt et les terres rares, en parti culier le gadolinium 
et le dysprosium, ainsi que les isotopes radioactif s de ces elements. 

A, Microcapsules selon I'une quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterisees par le fait que ladite substance radioactive est choisie parmi 

20 les isotopes radioactifs du technetium (Tc 99m), de 1' indium (In 111, 

In 113m), de l'or (Au 198), du ruthenium (Ru 103), du cobalt (Co 57), du 
chrome (Cr 51), gadolinium (Gd 153), etc 

5. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 
prectdentes, caracterisees par le fait que ledit chelate est obtenu avec un 

25 agent chelatant contenant au moins deux groupements acide ou ester carboxy- 
lique, amine, c£tone ou thiocetone enolisable, phenol, alcool, thiol, etc... 

6. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisees par le fait que ledit agent chelatant est 1' acide 
diethylene triamine tetracetique , ou le bis (carboxymethyl) amino- 1 chloro-2 

30 ethane. 

7. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 
pr£c£dentes, caracterisees par le fait que ledit agent chelatant est un 
compose de formule : 

(CH 2 ) 2 -N(CH 2 C0 2 H) 2 

35 H0 2 C- (CH 2 ) 3 - (P-C 6 H 4 )-N^ 

^ CH 2 -CH 2 -OH 

8. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisees par le fait que ledit complexe ou chelate est forme avec un 

40 agent complexant ou chelatant macromoleculaire . 
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9. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 
precSdentes, caracaterisees par le fait que le materiau polymerique de leur 
paroi est un polycyanoacrylate d'alkyle. 

10. Microcapsules selon la revendication 9, caracterisees par le 
5 fait que leur paroi contient, outre ledit materiau polymerique, au moins une 

proteine. 

11. Microcapsules selon la revendication 10, caracterisees par le 
fait que ladite proteine est choisie parmi la gelatine, la serumalbumlne 
bovine ou humaine, l'hemoglobine, le fibrinogene, les gammaglobulines i les 

10 anticorps monoclonaux, etc... 

12. Microcapsules selon l'une quelconque des revendications 10 et 
11, caracterises par le fait que la proportion de proteine dans la phase 
aqueuse encapsulee est de 10-9 a 10-2 mole/litre. 

13. Procede de preparation de microcapsules telles que definies den? 
15 l'une quelconque des revendications pr£c£dentes, caracterise par le fait que 

1'on prepare lesdites capsules selon les techniques connues de coacervation ou 
de polymerisation interf aciale . 

14. Procede de preparation des microcapsules telles que definies 
dans l'une quelconque des revendications 9 a 32, caracterise par le fait : 

20 - que l'on prepare une solution aqueuse d'un d'un chelatant ou 

complexant ou d'un complexe ou chelate d'un marqueur radicactif et/ou 
paramagnetique ; 

- que l'on prepare une solution d'un tensic-actif dans un solvant 
organique non miscible a l'eau, ledit tensio-actif etant apte a favoriser le 

25 realisation d' emulsions du type eau-dans-l'huile ; 

- que l'on verse la solution aqueuse dans la solution organique ; 

- que l'on realise une emulsion eau-dans-l'huile avec un systeme 
d' agitation ayant une vitesse suffisante pour obtenir des microgouttelettes 
ayant les dimensions desirees ; 

30 - que l'on ajoute dans ladite emulsion une solution du monomere dans 

un solvent organique non-miscible a l'eau et miscible dans la phase organique 
de 1' emulsion ; 

- que l'on pour suit, si desire, 1' agitation pendant un temps 
n'excedant pas 3 minutes ; 

35 - que, si desire, on dilue la phase organique par addition d'un 

solvant organique compatible, de facon a arreter la polymerisation ; 

- et que l'on laisse sedimenter puis lave et isole lesdites 
microcapsules et les conserve dans un milieu liquide approprie. 

15. Utilisation des microcapsules telles que definies dans l'une 
40 quelconque des revendications 1 a 12, dans le domaine de l'imagerie medicale 

par scintigraphic ou par resonance magnetique. 



